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La presente invention se rapporte a des modeles de systeme osseux. 

Elle vise plus particulierement des modeles de systeme osseux in 
vitro comportant une matrice resorbable, des osteoclastes et des 
osteoblastes, une methode de selection des matrices utilisables pour 
les modeles selon 1' invention ainsi que des modeles de systeme 
osseux mimant une pathologie particuliere . 

L'os est constitue de cellules et d'une matrice extracellulaire qui 
est mineralisee. La population cellulaire est .composee de deux types 
cellulaires : les osteoclastes qui degradent la matrice osseuse et 
les osteoblastes qui la reconstruisent . Jusqu'a present, la majorite 
des travaux de recherche effectuee sur le sujet s'est orientee sur 
1' etude specif ique des osteoclastes, en tant que cellules osseuses 
responsables de la degradation de la matrice osseuse, sur 1' etude 
specifique des osteoblastes ou, sur le choix de matrices 
artificielles capables de mimer la matrice osseuse humaine . En 
particulier, 1' article par Shibutani et al (J Biomed Mater Res, Use 
of glass slides coated with apatite-collagen complexes for 
measurement of osteoclastic resorption activity, 31:43-49, 1996) 
decrit un exemple de matrice mineralisee a base de collagene. 

Plus recemment, un article par Sun et al (J Biomed Mater Res, The 
influence of hydroxy apatite particles on osteoclast cell activities, 
45(4) : 311-21, 1999) etudie 1' influence de la taille des particules 
de poudre d' hydroxyapatite sur l'activite des osteoclastes. One co- 
culture de cellules osteoblastiques et osteoclastiques y est en 
30 particulier decrite. 

Les travaux des inventeurs les ont amene a mettre au point un modele 
de systeme osseux comportant une matrice mineralisee et des 
osteoclastes, caracterise en ce que des osteoblastes sont deposes 
35 sur la matrice de maniere a former un tapis a confluence et/ou des 
nodules, les osteoclastes etant deposes sur ledit tapis et/ou 
lesdits nodules. 
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La disposition des deux types cellulaires est particulierement 
importante pour reconstituer ce systeme osseux servant de modele. En 
effet, les cellules osseuses humaines ne sont activees que dans un 
5 certain environnement . Les inventeurs ont reussi a reconstituer cet 
environnement en realisant un tapis d' osteoblastes a confluence ou 
des nodules d' osteoblastes , et a poser sur ce tapis ou ces nodules, 
des osteoclastes. De maniere inattendue, les inventeurs ont constate 
que les osteoclastes, cellules 10 fois plus grandes environ que les 
10 osteoblastes, etaient capables de se frayer un chemin a travers la 
population jointive d' osteoblastes (sous forme de tapis a confluence 
ou de" nodules) afin d'aller exercer leur activite de resorption 
directement sur la matrice osseuse. Les osteoclastes se trouvent 
alors localises sous la population d' osteoblastes, et ce, au bout de 
15 la 2 e heure environ, qui suit le dep6t des osteoclastes. 

Afin de verifier que la migration des osteoclastes a travers la 
couche osteoblastics est bien un mecanisme specifique du tissu 
osseux, les inventeurs ont repris 1' experience a 1'identique sur unj 
20 lamelle de dentine (support le plus proche de l'os) . Or, sur ce 
support, la migration a travers la couche osteoblastique a egalement 
ete observee. 

One telle constatation permet done de valider le modele come 
25 adequat pour mimer le systeme osseux, et plus particulierement, le 
systeme osseux murin ou humain. D'autres observations, decrites dans 
les exemples de la presente demande, confirment cette validation. 

Avantageusement, le modele de systeme osseux selon 1' invention 
30 comporte une matrice composee de collagene et de phosphate de 
calcium et/ou.des derives de phosphate de calcium. De preference, le 
derive de phosphate de calcium est de 1' hydroxyapatite . 

De preference, le rapport entre les osteoclastes et les osteoblastes 
35 est d' environ 1/10 a 1/25. Ce rapport est variable car dependant du 
phenomene que l'on souhaite observer. En effet, si un trop grand 
nombre d' osteoclastes est ajoute, il se produira une degradation 



trop importante et trop rapide de la matrice, gSnant ainsi une 
eventuelle quantification du materiel resorbe (mesure de la surface 
qui n'est plus mineralisee) . 



5 Le modele selon 1' invention fournit les moyens de tester 
l'efficacite de drogues connues ou nouvelles dans la perspective de 
la mise en evidence de nouveaux traitements therapeutiques dans un 
contexte osseux normal ou pathologique . 

10 Par « drogues », on entend des molecules biologiquement actives. 

Plus particulierement, 1' invention permet de tester le "potentiel de 
toutes drogues deja connues (ex : biphosphonate, PTH, vitamine D...) 
ou nouvelles sur la formation osseuse (osteoblastes) et /ou sur 

15 1' invasion et /ou sur la migration et /ou sur la resorption osseuse 
(ost&oclastes) generant ainsi un test rapide in vitro devaluation 
du potentiel therapeutique de toutes molecules pouvant agir sur le 
metabolisme osseux, mais aussi des effets nefastes (effet 
secondaires) de toutes drogues utilisees pour d' autres pathologies 

20 ne touchant pas l'os (ex : diabetes, maladies cardiaques . . . ) . 

Dans la demande, le terme « migration » employe seul signifie le 
mouvement des osteoclastes durant la resorption. De meme, le terme 
« invasion » employe seul renvoie a la colonisation du support a 
25 rSsorber. En revanche, lorsque ces termes sont utilises pour faire 
reference £ la traversee de la couche osteoblastique, ils sont 
suivis d' une expression le pr£cisant. 

Selon un mode de realisation, les osteoblastes et/ou des 
30 osteoclastes deposes peuvent etre genetiquement modifies. Le dep6t 
de cellules genetiquement modifi^es permet 1' etude du comportement 
de ces cellules et de Involution du syst§me osseux, plus 
particulierement en vue d'une therapie genique. L' utilisation de ces 
cellules genetiquement modifiees est particulierement adequate sur 
35 les modeles de systemes osseux presentant une pathologie, tels que 
d^crits par la suite. 
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La presente invention vise egalement une methode de selection de 
matrices permettant de reconstituer un modele de systeme osseux, 
caracterisee en ce que l'on soumet urie matrice mineralisee au 

proc6de suivant : 

- depot d'un tapis et/ou . des nodules d' osteoblastes a 

confluence sur la matrice, 

- depot d' osteoclastes isoles sur le tapis et/ou les 
nodules, 

- observation de 1' invasion des osteoclastes a travers le 
tapis et/ou les nodules d' osteoblastes , 

. observation de la resorption de la matrice mineralisee, 
. selection des matrices sur lesquelles les osteoclastes 
sent localises entre la matrice et le tapis et/ou les 
nodules d' osteoblastes et sur lesquelles une resorption 



15 est observee 

ainsi que le: 
ladite methode 
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ainsi que les matrices artif icielles selectionnees a l'aide de 



En effet, le comportement des cellules sur la matrice permet . 
determiner si 1' environnement choisi pour mimer le systeme osseux 
est adequat. Par 1' observation du comportement cellulaire, on pent 
done determiner si la matrice choisie est un bon modele de matrice 



osseuse, 



25 Avantageusement, le materiau de la matrice a tester pourra etre 
choisi parmi 1' ensemble des biomateriaux, e'est-a-dire des materxaux 
compatibles avec le tissu vivant. Une modification de la matrice 
(ajout de different composes proteiques ou autres) peut amener au 
developpement de nouveaux biomateriaux. 



Comme nous 1'avons evoque plus haut, 1' invention propose egalement 
des modeles de systeme osseux mimant des pathologies osseuses . Ces 
modeles sent realises de preference a partir de cellules 
(osteoblastes et/ou osteoclastes) extraites de tissus provenant de 
35 toutes pathologies osseuses. 
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En particulier, 1' invention propose un modele de systeme osseux 
cancereux, atteint d' osteoporose, d' osteomalacic et/ou d'arthrite 
rhumato'ide . 

5 Par « modele de systeme osseux cancereux », on entend les modeles de 
systeme osseux correspondant aux pathologies suivantes : 

- un malade atteint d' une tumeur primaire cancereuse, 

- un malade atteint d' une tumeur primaire cancereuse (sein, 
prostate, ...) avec metastases, 

10 - un malade atteint d'un cancer des os . 

Ces modeles mimant des pathologies utilisent le modele de systeme 
osseux decrit plus haut, mais portant un certain nombre de 
modifications . 

Par exemple, pour le modele de systeme osseux cancereux, les 
modifications sont les suivantes : 

. les osteoblastes et/ou les osteoclastes sont issus 
d'animaux normaux, ovariectomises et/ou orchiectomises, 

20 etc., et, 

- on depose de plus des cellules issues de lignees 

cellulaires de cancer. 
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Pour etudier un cancer des os, les cellules deposees seront par 
exemple issues d' une lignee cellulaire de cancer des os . Dans les 
autres cas, on deposera des cellules issues d' une lignee cellulaire 
de tumeur primaire a potentiel metastatique (sein, prostate, ...) ou 



non, 



30 Ce modele permet d' observer les phenomenes de colonisation du tissu 
osseux par les cellules tumorales et de visualiser la phase de 
metastase. En effet, comme le montre 1' invasion des osteoclastes a 
travers la couche osteoblastique, les cellules placees dans un 
environnement mimetique du systeme osseux, ont la capacite de se 

35 deplacer dans cet environnement. 
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Ce modele est plus particulierement adapte pour realiser un test 
d'agressivite des cellules tumorales (voir exemple 4). L' existence 
de nombreux cancers primaires (sein , prostate ....) capables de 
metastaser dans l'os est maintenant un fait etabli en cancerologie . 
Or, ce cancer de l'os qui en decoule s'avere dans la majorite des 
cas, incurable. L' invention permet de tester in vitro 1' agressivite 
(invasion, migration, proliferation) de cellules tumorales (par 
exemple, issues de tumeurs mammaires ou de la prostate) provenant de 
biopsies de patients. Ces cellules tumorales sont deposees sur le 
modele de systeme osseux selon 1' invention et permettent ainsi 
d'estimer le potentiel agressif des cellules de la tumeur primaire 
au niveau de leur capacite d' invasion, de migratidn et/ou de 
proliferation ainsi que d'etablir un pronostic sur le developpement 
d'un cancer secondaire osseux. 

Plus precisement, 1' invention propose un test rapide in vitro 
devaluation du potentiel therapeutique (chimiotherapie et/ou 
radiotherapie) de toutes molecules pouvant etre utilisees en 
cancerologie afin de reduire 1' apparition et/ou de contribuer au 
traitement anti-cancereux d'un cancer de l'os. ; 

Le modele de systeme osseux atteint d' osteoporose comporte les 
modifications suivantes : 

- les osteoblastes et/ou les osteoclastes ■ sont issus 
d'animaux normaux, ovariectomises et/ou orchiectomises , 
1' osteoporose etant alors induite chimiquement ±n situ 
et/ou d'animaux knock-out, transgeniques pour toutes 
molecules dont . la modulation de 1' expression induit une 
baisse de la masse osseuse, 

30 

tandis que le modele de systeme osseux atteint d' osteomalacie est 

modi fie cornme suit : 

- les osteoblastes et/ou les osteoclastes sont issus 
d'animaux normaux, 1' osteomalacie etant alors induite 
35 chimiquement in situ et/ou knock-out pour le recepteur a 

la vitamine D ou pour toutes autres molecules capable 
d' induire une osteomalacie . 
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De nombreuses molecules sont connues pour induire une osteoporose. 
On peut citer, a titre d'exemple, la dexamethasone, 
1' hydrocortisone, la prednisolone et ses derives, la f luocortolone, 
l'heparine calcique ou sodique, 

De meme, 1' osteomalacie peut etre induite par les molecules 
suivantes : les sels d' aluminium, le barbital et ses derives, le 
retinol, le betacarotene. 

Enfin, le modele de syst£me osseux atteint d' arthrite rhumatolde 

peut comporter les modifications suivantes : 

les ost^oblastes et/ou les osteoclastes sont issus 
d' animaux normaux, 1' arthrite rhumatolde etant alors 
induite chimiquement in situ, et/ou d' animaux knock-out, 
transgeniques pour toutes molecules capables d' induire 
une arthrite rhumatolde ou d' animaux ayant subi des 
injections de collagene de type II, ou de toutes autres 
substances susceptibles d f induire une inflammation 
articulaire minant une arthrite rhumatolde. 

Les molecules pouvant induire des arthrites rhumatoides sont, a 
titre d'exemple, certains interferons a, certains vaccins (BCG, 
hepatite B, rub§olique...) , le cortivazol, certains sels de lithium, 
1' ampicilline . 

La pr&sente demande protege egalement 1' utilisation des differents 
modeles pour realiser des criblages de molecules therapeutiques et 
des tests d' ef f icacit£ . A l'aide des modeles selon 1' invention, 
1'efficacite des differentes molecules actuellement connues et de 
celles qui seront mises & jour pourra etre comparee. A titre 
d'exemple, le test d"efficacit§ pour 1' osteoporose pourra mettre en 
comparaison des molecules connues pour r6tablir la masse osseuse 
comme le biphosphonate, les oestrogenes et toutes les nouvelles 
molecules mises ci jour & l'aide du module utilise pour realiser un 
criblage. Le test d'efficacite pour 1' osteomalacie pourra prendre 
comme molecule de reference la vitamine D, tandis que le test pour 



1er depot 
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l'arthrite rhumatolde pourra prendre coinme molecules de reference 
l'aspirine et/ou les anti-inf lammatoires non steroidien. 

De mani^re avantageuse, les modeles selon 1' invention sont 
5 particulierement adaptes pour realiser des tests de toxicite d' un 
compose chimique dans lesquels au moins une concentration dudit 
compose est testee sur un modele selon 1' invention. De tels tests 
permettent d'evaluer les effets secondaires de medicaments sur la 
physiologie osseuse (par exemple, les medicaments contre le diabete, 
10 les antibiotiques) , les effets toxiques des polluants (dioxine, 
insecticides...) , etc... Avantageusement, plusieurs concentrations 
seront testees afin d'etablir une relation entre la concentration du 
compost et les effets secondaires engendr£s dans le modele de 
systeme osseux. 

15 

Un modele de systeme osseux atteint d' osteomyelite et/ou d' infection 
osseuse peut egalement etre construit en ajoutant dans le systeme 
module selon 1' invention differentes souches bacteriennes ou 
virales. A titre d' exemple, on citera les souches suivantesf : 
20 Enterobacter cloacae, le staphylocoque dore, le streptocoque beta 
hemolytique A, Haemophilus influenzae type b, les salmonelle^, 
Pseudomonas, et/ou les pneumocoques... 

D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention apparaitront 
25 dans les exemples qui suivent, avec references aux figures / qui 
representent respectivement : 

la figure 1 est un schema du processus de traversee de la 
couche osteoblastique par les osteoclastes et de resorption 
• osteoclastique, 

30 - les figures 2 et 3 sont composees d' images obtenues par analyse 

3D par microscopie confocale montrant 1' agencement des deux 
types cellulaire.s, . A : ost£oclaste, B : ost§oblaste, C : coupe 
en Z. 
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Exenyle 1 : Reconstitution d'nne interface osseuse cellularlsSe pour 
un test de resorption - Tapis d' osteoblastes a confluence. 



a. Matrice 

La matrice mineralisee est preparee soit sur lamelles de verre (pour 
microscopie) soit sur plastique trait* pour culture cellulaire. Le 
support est d'abord recouvert pendant 15h d'une solution de 
collagene I a 0,lmg/mL diluee dans de l'acide acetique 0,1M. L'exces 
de collagene est elimine puis le support est recouvert pendant une 
semaine a 37°C avec une solution de TRIS 200mM, pH(8,5), 0,4g/L de 
phosphatase alcaline, 0,4g/L de phosvitine et 3g/L de chlorure de 
dimethyle suborimidate . 

Cette etape est suivie de la mineralisation proprement dite. Cette 
mineralisation est constitute de 2 etapes successives : 

1- le support est recouvert d'une solution TRIS 200mM, pH(8,5), 
0,4g/L de phosphatase alcaline, 0,4g/L de phosvitine pendant 
3h, puis, 

2- cette solution est remplacee par une solution de TRIS 200mM, 
pH(8,5) et de (3-glycerophosphate 126,06g/L pendant 20h. 

Ces deux etapes sont repetees 10 f ois . La trame de collagene I peut 
etre completee avec d' autres proteines (osteopontine, vitronectine, 
BSP, osteocalcine, collagene de type I conjugue a un agent 
fluorescent, par exemple, la rhodamine, etc..) ou d' autres substituts 
(par exemple, des substituts mineraux : fluor, strontium ranelate...) . 

b. Osteoblastes 

Des cellules de la lignee osteoblastique murine MC 3T3 sont mises en 
culture en milieu cc-MEM complete avec 10% en volume de serum de veau 
foetal, de la dexamethasone 10" 8 M et de l'acide ascorbique 0,028mM. 
Les cellules sont ensuite detachees et ensemencees a confluence sur 
le support mineralise. 

Les osteoblastes peuvent egalement etre issus de lignees 
teoblastiques de rat (Ros) ou humaine (HEPM, hFOB) et prepares 
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selon le meme protocole. Alternativement, un protocole de culture 
primaire d' osteoblastes est propose dans l'exemple 2. 

c. Osteoclastes 

5 Les osteoclastes issus de cultures primaires humains ou murins ou 
de lignees (par exemple, la lignee RAW ou lignee humaine GCT23) sont 
obtenus apres 7 jours de dif ferenciation comme decrit dans Destaing 
et al (Hoi Biol Cell, Podosomes display actin turnover and dynamic 
self-organization in osteoclasts expressing actin-green fluorescent 
10 protein, 14 (2) -.407-16, 2003). Les precurseurs d' osteoclastes sont 
cultives en presence de milieu ct-MEM complete avec 10% en volume de 
serum de veau foetal et de deux cytokines recombinantes : M-CSF et 
RANK-L (20ng/L). Les cellules sont placees a 37 "C et 5% de C0 2 et le 
milieu est change tous les deux jours pendant 7-8 jours. Les 
15 osteoclastes differences sont detaches avec une solution d' EDTA a 
0,25mM diluee dans du PBS IX. Les osteoclastes sont ensemences a une 
densite de 10 cellules /mm 2 . 

* 

d. Fixation J; 
20 La fixation est realisee dans du PBS IX additionne de formaldehyde 

3,7% pendant 10 min. ,'' 

e. Resultats 

La resorption de la matrice mineralisee est observee en microscopie 
25 photonique des la 6 e ou 7 e heure suivant le montage du modele (temps 
ecoule entre le premier contact osteoclastes-osteoblastes et la 
resorption de la matrice) • 

Une seconde experience a ete menee afin de demontrer que les 
30 osteoclastes sont capables de traverser le tapis dense de cellules 
osteoblastiques avant de former des trous de resorption. 

Par analyse 3D par microscopie confocale, il a ete possible de 
demontrer le pouvoir invasif des osteoclastes et de quantifier la 
35 resorption en mesurant la surface du substrat qui n'est plus 
mineralisee . 
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La fixation des cellules est realisee une heure et quatre heures 
apres le depot des osteoclastes. 

La figure 2 comporte trois images montrant la localisation des 
5 differentes cellules une heure apr^s le depot des osteoclastes. 

La figure 2A est une image de 1' osteoclaste . Celui-ci presente une 
forte polarite, ce qui demontre l'<§tat actif des cellules. En effet, 
un osteoclaste depose sur un support non adequat presente une faible 

10 epaisseur (non polarise) . En revanche, sur un support adequat, celui 
s'6paissit afin de former un pole basal (contact avec les 
osteoblastes) et un pole apical (contact avec le milieu) . Les 
inventeurs ont constats que cette polarite etait maintenue durant la 
traversee de la couche osteoblastique et maintenue lors la 

15 resorption. Toutefois, le pole basal se retrouve au contact de la 
matrice tandis que le pdle apical est au contact des osteoblastes. 

La figure 2B est une image de 1' osteoblaste . On constate la presence 
de nombreux filaments d'actine. Les fibres de stress d'actine 
20 constituent un marqueur present dans les osteoblastes MC3T3 . 

La figure 2C est une coupe en Z, permettant de visualiser la 
localisation selon l'axe Z des deux cellules photographiees 
precedemment . Cette image montre que 1' osteoclaste est situ<§ au 
25 dessus du tapis osteoblastique (ligne claire en continue) . 

La figure 3 comporte egalement trois images correspondant aux trois 
images de la figure 2. La figure 3A est une photographie de 
1' osteoclaste. Celui-ci a change de forme, il s'est aplati. La 
30 figure 3B represente le tapis d' osteoblastes . Celui-ci est a present 
localise au-dessus de 1' osteoclaste, ce dernier etant en contact 
direct avec la matrice (Figure 3C)et presente 1' organisation d' un 
osteoclaste en cours de resorption (la « sealing zone », structure 
caracteristique des cellules resorbantes) . 

35 
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Exeinple 2 : ^constitution d'une interface osseuse cellularisee pour 
un test de resorption - Nodules d' osteoblasts . 

a. Matrice 

5 La matrice est preparee comme decrit dans l'exemple 1. 

b. Osteoblastes 

Les osteoblastes utilises peuvent etre issus de cultures primaires 
humaines ou murines, ou de lignees comme decrit dans l'exemple 1. 
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Les cellules ont ete isolees par digestion enzymatique (collagenase 
(Sigma #C-0130) ) . a partir de calvaria de souris de 2 jours. Les 
cellules obtenues des quatre dernieres etapes de digestion 
(population II-V) sont ensuite ensemencees dans des flasques T75 
dans du milieu cxMEM contenant 15% de serum de veau foetal (Flow 
Laboratories, McLean, VA) et 100 ug/ml penicilline G (Sigma Chemical 
Co., St. Louis, MO), 50 ug/ml gentamycine (Sigma), et 0.3 ug/ml 
fungizone (Flow Laboratories). Apres 24h d' incubation les cellules 
adherentes sont rincees au PBS, traitees a la trypsine (0,01%) djms 
une solution saline de citrate, resuspendues dans le milieu standard 
decrit precedemment et ensemencees sur des plaques de 12 puits sur 
la matrice decrite . dans l'exemple 1 a 10 4 cellules/putt. Apres 24h 
d' incubation, le milieu est change et supplement^ en acide 
ascorbique (50 ug/ml) et en sodium p-glycerophosphate (10 mM) . Le 
milieu est ensuite change tous les deux jours. Toutes les plaques 
sont incubees a 37°C sous une atmosphere a 95% d'air et 5% de C0 2 . 

Une culture primaire d' osteoblastes humains est egalement possible. 

30 c. Osteoclastes 

Les osteoclastes sont prepares selon la methode " decrite dans 

l'exemple 1. 

cL Fixation 

35 La fixation est r§alisee comme dans l'exemple 1. 
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e. Resultats 

La resorption de la matrice mineralisee est observee en microscopie 
photonique des la "7 e heure suivant le montage du modele . 

5 une seconde experience a ete menee afin de demontrer que les 
osteoclastes sont capables de traverser les nodules d' osteoblastes 
avant de former les trous de resorption. 

Par analyse 3D par microscopie confocale, il est possible de 
10 demontrer le pouvoir invasif des osteoclastes et de quantifier la 
resorption en mesurant la surface du substrat qui n' est plus 
mineralisee . 

Comme dans l'exemple precedent, nous avons pu observer la traversee 
15 des osteoblastes par les osteoclastes ainsi que les trous de 
resorption realises par les osteoclastes. 
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Example 4 : Test d'agxessivit^ da ca.Llules tumorals 

One femme sur 4 mourra d' un cancer du sein et un homme sur 3 d' un 
cancer de la prostate en France (EUCAN, cancer incidence mortality 
and prevalence un EU 1996) . 

Ces deux cancers sont generalement des cancers primaires qui 
lorsqu'ils ne sont pas stoppes a temps metastasent dans l'os, 
cancers qui s'averent alors irremediablement letaux. Lea modeles de 
systeme osseux selon 1' invention devraient permettre d' etudier 
pourquoi ces cellules ma-aires ou de la prostate metastasent quasx 
systematiquement dans l'os. 

Le systeme selon 1' invention permet en effet de visualiser in vitro 
1' invasion (ou le chimiotactisme des produits secretes par les 
cellules de cette interface osseuse cellularisee) de cellules 
cancereuses mammaires ou de la prostate dans la matrice osseuse^ Des 
lignees de cellules humaines de cancers du sein agressives (MDA-MB- 
231) ou non-agressives (MCF-7) ou encore des lignees de cellules 
humaines de cancers de la prostate (LAPC-4) sont deposees s*r le 
systeme selon 1' invention. Cette experience simple permet d' observer 
le comportement de ces cellules compare a d'autres types de cellules 
connues pour pen metastaser dans l'os, d' observer les interactions 
entre les cellules tumorales et les cellules du systemes osseux ou 
encore, la formation de masses cellulaires proliferates, 
l'eventuelle degradation de la matrice osseuse. 

One fois la formation de tumeurs in vitro realisee, une seconde 
etape consiste a analyser 1'efficacite de drogues anti-cancereuses 
deja connues (chimiotherapie . . . > ou encore a mettre en evidence par 
3 criblage de nouvelles molecules actives sur la proliferation 
cellulaire (diminution de la masse cellulaire ou du nombre de foci) . 



Revendications 
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1. Modele de systeme osseux comportant une matrice mineralisee 
et des osteoblastes, caracterise en ce que les osteoblastes sont 
deposes sur la matrice de maniere a former un tapis a confluence 
et/ou des nodules, et les osteoclastes sont deposes sur ledit tapis 
et/ou lesdits nodules. 

2. Modele de systeme osseux selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu' il mime le systeme osseux humain. 



3. Modele de systeme osseux selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce que la matrice mineralisee est une matrice 

15 composee de collagene et de phosphate de calcium et/ou des derives 
de phosphate de calcium. 

4. Modele de systeme osseux selon la revendication 1, 2 ou 3, 
caracterise en ce que la matrice mineralisee est une matrice 

20 composee de collagene et d' hydroxyapatite . 

5. Modele de systeme osseux selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que le rapport osteoclastes 
sur osteoblastes est d' environ 1/10 a 1/25. 

6. Modele de systeme osseux selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que les osteoblastes et/ou 
des osteoclastes deposes sont genetiquement modifies. 

7. Methode de selection de matrice permettant de reconstituer un 
modele de systeme osseux, caracterisee en ce que l'on soumet une 
matrice au procede suivant : 

- depot d'un tapis et/ou des nodules d' osteoblastes a 
confluence sur la matrice, 

- dep6t d' osteoclastes isoles sur le tapis et/ou les 
nodules, 
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Revendications 



1. Modele de systeme osseux comportant une matrice mineralisee et 
des osteoblastes, caracterise en ce que les osteoblastes sont 
deposes sur la matrice de maniere a former un tapis a confluence 
et/ou des nodules, et les osteoclastes sont deposes sur ledit tapis 
et/ou lesdits nodules . 

2. Modele de systeme osseux selon la revendication 1, caracterise en 
ce que la matrice mineralisee est une matrice composee de collagene 
et de phosphate de calcium et/ou des derives de phosphate de 
calcium. 

3. Modele de systeme osseux selon la revendication 1 ou 2, 
15 caracterise en ce que la matrice mineralisee est une matrice 

composee de collagene et d' hydroxyapatite . 

4. Modele de systeme osseux selon l'une quelconque ' des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que le rapport osteoclastes 
sur osteoblastes est d' environ 1/10 a 1/25. *' 



5. Modele de systeme osseux selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3,. caracterise en ce que les osteoblastes et/ou 
des osteoclastes deposes sont genetiquement modifies. 



un 



6. Methode de selection de matrice permettant de reconstituer 
modele de systeme osseux, caracterisee en ce que l'on soumet une 
matrice au procede suivant : 

- depdt d'un tapis et/ou des nodules d' osteoblastes a 
confluence sur la matrice, 

- depot d' osteoclastes isoles sur le tapis et/ou les 
nodules , 

- observation de 1' invasion des osteoclastes a travers le 
tapis et/ou les nodules d' osteoblastes, 

- selection des matrices sur lesquelles les osteoclastes 
sont localises entre la matrice et le tapis et/ou les 
nodules d' osteoblastes . 




- observation de 1' invasion des osteoclastes a travers le 
tapis et/ou les nodules d' osteoblastes, 

- selection des matrices sur lesquelles les osteoclastes 
sont localises entre la matrice et le tapis et/ou les 

5 nodules d' osteoblastes . 

8. Methode de selection selon la revendication 7, caracterisee 
en ce qu'elle comporte en outre une etape d' observation de la 
resorption de la matrice et que l'on selectionne les matrices sur 

10 lesquelles on observe egalement une resorption. 

9. Matrices artif icielles selectionnees a l'aide de la methode 
selon les revendication 7 ou 8 . 

15 10. Modele de systdsme osseux cancereux, caracterise en ce que 
l'on utilise le modele selon l'une des revendications 1 a 6, modifie 
comme suit : 

- les osteoblastes et/ou les osteoclastes sont issus 
d'animaux normaux, ovariectomises et/ou orchiectomises, 
20 - on depose de plus des cellules issues de lignees 

cellulaires de cancer. 

11. Modele de systeme osseux atteint d' osteoporose, caracterise 
en ce que l'on utilise le modele selon l'une des revendications 1 a 

25 6, modifie comme suit : 

- les osteoblastes et/ou les osteoclastes sont issus d'animaux 
normaux, ovariectomises et/ou orchiectomises, 1' osteoporose etant 
alors induite chimiquement in situ et/ou d'animaux knock-out, 
transgeniques pour toutes molecules dont la modulation de 

30 1' expression induit une baisse de la masse osseuse. 

12. Modele de systeme osseux atteint d' osteomalacic, caracterise 
en ce que l'on utilise le modele selon l'une des revendications 1 a 
6, modifie comme suit : 
35 - les osteoblastes et/ou les osteoclastes sont issus d'animaux 
normaux, 1' osteomalacie etant alors induite chimiquement in situ 



IS 



7. Methode de selection selon la revendication 6, caracterisee en ce 
qu'elle comporte en outre une etape d' observation de la resorption 
de la matrice et que l'on selectionne les matrices sur lesquelles on 
observe egalement une resorption. 

8. Matrices artif icielles selectionnees a 1'aide de la methode selon 
les revendications 6 ou 7 . 

9.. Modele de systeme osseux cancereux, caracterise en ce qu' il 
correspond au modele selon 1'une des revendications 1 a 5, modifie 
comme suit : 

les osteoblastes et/ou les osteoclastes sont issus 
d'animaux normaux, ovariectomises et/ou orchiectomises , 

- on depose de plus des cellules issues de lignees 
cellulaires de cancer. 

10. Modele de systeme osseux atteint d'osteoporose, caracterise en 
ce qu'il correspond au modele selon l'une des revendications 1 a 5, 
modifie comme suit : 

- les osteoblastes et/ou les osteoclastes sont .'issus 
d'animaux normaux, ovariectomises et/ou orchiectomises, 
l'osteoporose etant alors induite chimiquement in" situ 
et/ou d'animaux knock-out, transgeniques pour toutes 
molecules dont la modulation de 1' expression induit une 
baisse de la masse osseuse. 

11. Modele de systeme osseux atteint d' osteomalacie, caracterise en 
ce qu'il correspond au modele selon l'une des revendications 1 a 5, 
modifie comme suit : 

- les osteoblastes et/ou les osteoclastes sont issus 
d'animaux normaux, 1' osteomalacie etant alors induite 
chimiquement in situ et/ou knock-out pour le recepteur & 
la vitamine D ou pour toutes autres molecules capable 
d' induire une osteomalacie . 



et/ou knock-out pour le recepteur a la vitamine D ou pour toutes 
autres molecules capable d' induire une osteomalacic . 

13. Modele de systeme osseux atteint d' arthrite rhumatoide, 
5 caracterise en ce que l'on utilise le modele selon l'une des 
revendications 1 a 6, modifie comme suit : 

- les osteoblastes et/ou les osteoclastes sont issus d' animaux 
normaux, 1' arthrite rhumatoide etant alors induite chimiquement in 
situ, et/ou d' animaux knock-out, transgeniques pour toutes molecules 
10 capables d' induire une arthrite rhumatoide ou d' animaux ayant subi 
des injections de collagene de type II, ou de toutes autres 
substances susceptibles d' induire une inflammation articulaire 
minant une arthrite rhumatoide. 

15 14. Modele de systeme osseux atteint d' osteomyelite caracterise 
en ce que l'on utilise le modele selon l'une des revendications 1 a 
6, modifie comme suit : 

- on ajoute dans le milieu au moins une souche bacterienne ou virale 
choisie parmi Enterobacter cloacae, le staphylocoque dore, le 
20 streptocoque beta hemolytique A, Haemophilus influenzae type b, les 
salmonelles, Pseudomonas, et/ou les pneumocoques . 

15. utilisation des modeles selon les revendications 1 a 6, 10 a 
14, pour tester le criblage de molecules therapeutiques . 
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16. Test d' agressivite de cellules tumorales caracterise en ce 
que l'on preleve des cellules tumorales sur un patient par biopsie, 
on depose les cellules prelevees dans un modele selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 6, 11 a 14, selon l'etat 
pathologique du patient, afin d' observer le developpement de cancer 
secondaire osseux. 



17. Test de toxicite d'un compose chimique caracterise en ce que 
l'on teste au moins une concentration dudit compose sur un modele 
35 selon l'une quelconque des revendications 1 a 6, 11 a 14. 
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12. Modele de systeme osseux atteint d' arthrite rhumatoide, 
caracterise en ce qu' il correspond au modele selon l'une des 
revendications 1 a 5, modifie conune suit : 

- les ost£oblastes et/ou les ost§oclastes sont issus 
d'animaux normaux, 1' arthrite rhumatoide etant alors 
induite chimiquement in situ, et/ou d'animaux knock-out, 
transgeniques pour toutes molecules capables d' induire 
une arthrite rhumatoide ou d'animaux ayant subi des 
injections de collagene de type II, ou de toutes autres 
substances susceptibles d' induire une inflammation 
articulaire minant une arthrite rhumatoide. 

13. Modele de systeme osseux atteint d' osteomyelite caracterise en 
ce qu'il correspond au modele selon l'une des revendications 1 a 5, 
modifie comme suit : 

- on ajoute dans le milieu au moins une souche bacterienne 
ou virale choisie parmi Enterobacter cloacae, le 
staphylocoque dore, le streptocoque beta hemolytique A, 
Haemophilus influenzae type b, les salmorielles, 
Pseudomonas, et/ou les pneumocoques. * 

14. Utilisation des modeles selon les revendications 1 a 5, 9 a 13, 
pour realiser le criblage de molecules therapeutiques . 

15. Test d' agressivite de cellules tumorales caracterise en ce que 
l'on depose des cellules tumorales dans un modele selon l'une 
quelconque des revendications 1 A 5, 10 a 13, selon l'etat 
pathologique du patient, afin d' observer le developpement de cancer 
secondaire osseux . 

16. Test de toxicite d' un compose chimique caract6rise en ce que 
l'on teste au moins une concentration dudit compose sur un modele 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, 10 a 13. 
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Figure 3 
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